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論文内容要旨
 核酸代謝阻害剤cytosi且earablaoside(araC)は白血病などの造血臓羅由来の腫瘍に対
 して強い抗腫瘍効果をもつことが知られ,araCの生体内動態,抗腫瘍効果発現の生化学的機作
 も詳細に検討されている。これに伴い,araC治療によって惹起される耐性獲得の機構も逐次解
 明されて来ている。一方,araGに本来感受性の低い腫瘍での自然耐性機序についての検討は十
 分になされていない。そこでara(〕感受性の低いことが報告されているラット腹水肝癌のいくつ
 かの系について,araCの細胞内代謝を検討し,araO自然耐性機序について検討を行った。
 結・果
 araC細胞内とり込み:A駐66Fでの細胞内へのaraOとり込みは短時間で急速にとり込まれ,
 5分以内に細胞内外濃度がほぼ等しい丸昇衡に達した。その後は,細胞内araO燐酸化によって遊
 離(未反応)のaraCが減少する分だけとり込みが行われた。モノ沃度酢酸でaraO燐酸化を阻
 害しておくと,最初の急速なとり込みのあとは,細胞内外等しい濃度の所で一定値を示し,平衡
 状態が保たれた。予め高濃度のaraGをとり込ませた後,細胞を洗い,araGを含まない培地に
 移した後,新ためて低濃度の3U-araCをとり込ませると,3貝一araCは,前述の平衡を2倍以
 一ヒ上まわる濃度まで一過性に高濃度とり込まれた。この現象はいわゆるcoほntertransport
 と考えられ,araGとり込みがcarrier-mediatedであることを示している。以上の総合から,
 araeとり込みはfaciiitated琶iffusio糞であることが分った。とり込み速度は,燐酸化速度に
 比べ,はるかに急速で,燐酸化速度は影響を受けないと考えられた。A租60C,AH主09A細胞
 内とり込みは同様のものと考えられる成績であった。
 細胞内araC燐酸化及びこれに伴う脱燐酸化:lntactな癌細胞におけるaraOの細胞内燐酸
 化は,med隠m中araC濃度40μMでA966Fが約1.5nmoi/grcell/min,A慧109
 Aが約0・4nmol/grcell/minで,AH6eCとほぽ同様の値を示し,L圭210(々ウス白血病)
 の約7、2且mol/grcell/mln(L12iOでは二つの報告があり,各6nmol,2nmol/grcell/
 minであると報告されている)よりもはるかに低い活性しかないことが分った。一方,宿主毒性
 に深く関係があり,しばしば制癌剤投与中止などの原因,dosehm1timgfactorになる骨ずい
 細胞の燐酸化活性は,ラット,マウスで大差はなく,An66Fよりもやや高い程度であった。従
 ってaraC自然耐性を形づくっているラット腹水肝癌では,いずれの癌細胞も宿主毒性の原因と
 なる骨ずい細胞よりもaraG燐酸化が弱いのに比べ,感受系のマウス白血病では,骨ずいよりも
 癌細胞内でのaraC燐酸化が顕著で,宿主に毒性を及ぼさぬうちに十分に癌細胞毒性が発現され
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 るだろうことが裏付けられた。この細胞内araC燐酸化は前述のようにモノ沃度酢酸で惇i.とする
 ことが出来るが,これによってその後の時間経過中,燐酸化araC濃度の推移をみると,急激な
 減少のみられることが分った。モノ沃度酢酸で停止せずに,別の方法を採用しても同様の結果を
 推察させた。即ち,予め低濃度の3昼一araCを培地に加えて燐酸化3H-araeを細胞内に形成さ
 せた後,高濃度のcoldaraCを培地に加えると,以後は3H-ara(〕の燐酸化は極度に減少し,
 殆んどcoidaraCが燐酸化されることになる。この時,既に燐酸化されてしまっている蝦一araC
 で脱燐酸が起らなければ,細胞内燐酸化惜一araGは一定levelを保つはずである。これに反
 して,実際は,細胞内3H-araCの燐酸化物は継時的に減少した。ここから,A}圭66F,AH60C
 Ar{109Aでは,脱燐酸化活性をも示すことが分った。これに反し,マウス白血病L12圭0ではモ
 ノ沃度酢酸添加後,燐酸化は停止するが燐酸化3H-araGの1evelは一定で脱燐酸化の兆候は認
 められなかった。araO耐蝕のラット腹水肝癌ではaraO活性化が弱いのみならず,一方では脱
 燐酸化によってわずかに著積する燐酸化araC濃度を下げる方向に作用しているわけで興味ある
 成績と思われる。尚,細胞内燐酸化活性の見掛けのKmはいずれも概ね40μM近辺で,araC濃
 度を変化させても..ヒ記傾向に変動があり又成績が左右されることはないと思われた。
 araC脱アミノ化(不活性):上述の細胞内araC燐酸化反応は,燐酸化物を捕捉する方法でみ
 ており,araCがaraU燐酸化物となっている可能性がある。また細胞内にとり込まれたaraC
 はすぐaraむになっている可能性が考えられる。ラット腹水肛癌3系,マウス白血病細胞いずれ
 にもこの脱アミノ化による不活性化は認められなかった。一方,正常臓器の脱アミノ化は,araC
 の血中濃度を減少させる方向に作用する働きがあるので,この点を検討した結果,マウス賢にaraC
 脱アミノ化が強く見られた以外は,ラット・マウスを通じて活性はなかった。従って,invivo
 でのラット腹水肝癌araO耐性は,投与されたaraCが宿主臓累によって不活性化され癌細胞に
 到達しなかったという可能性はなく,癌細胞そのものに練網するといえる。以上の成績を総合する
 と、ラット腹水肝癌のaraG耐性の機序として,第一に細胞内araO燐酸化(活性化)が弱いこ
 と、第二にわずかに蓄積して来る燐酸化araCが脱燐酸化されてしまうために十分に燐酸化ara
 Oが蓄積しないことが上げられることが結論され,araC脱アミノ化は関与していないことが分
 った。骨ずい細胞の燐酸化活性が宿主毒性として作用し,投与を制限することも重要な一因と考
 えられる。
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 審査結果の要旨
 Oytoslnearablnoside(ara-0)は,燐酸化されて活性型ara-CTPとなり,DNA合成
 を阻害することにより腫瘍の増殖を阻止するとされている。一方,マウスは体内でara-Gを脱ア
 ミノ化(不活性化)するが,ラットではそのようなことがないのに,ara-Gはマウスの白血病に
 はよく効くが,ラットの腫瘍には,大量を用いても余り効かないこともよく知られている。何故
 ラットの腫瘍に効かないかについての文献はないようである。よって著者は,ara-0の自然耐
 性機構を解明すべく,ara-G感受性の低いラット腹水肝癌AH66F,耐性の66,600お
 よび109Aの4系について,ara-Gの細胞内代謝の検討を行った。対照として,感受性の高
 いマウス白血病L1210細胞について比較実験し,薬剤の宿主に対する毒性の指標としては,
 宿主骨髄細胞を用いて同様の検索をした⑤癌細胞は担癌動物腹水中から採取したもの。主として
 〔3H〕ara-Cを用いてのinvltroの実験である。
 その結果は生)腹水肝癌細胞のara-Gのとり込み速度は急速で,ara-Cのりん酸化速度よ
 り速く,約5分で平衡に達した(37℃)。その後は,りん酸化分に相当してとり込まれた。と
 り込みの様式は,文献と一致して∫acilitateddif鮎sionであった。2)細胞内りん酸化速度
 は,Li210細胞のそれに比し,AH66Fでは1/3、5,60e,1G9Aではいずれも1/12
 程度で,明らかにおそかった。3)骨髄細胞によるara-Cのりん酸化速度は,マウス,ラット
 間で大差なく,いずれもAH66Fよりやや速かった。4)予期しなかった知見として,66
 F,109A,600およびラット骨髄細胞では,細胞内でりん酸化ara-0の急速な脱りん酸
 化がみられた。すなわち,iつはモノ沃度酢酸でりん酸化反応を止めた時,他はりん酸化の途中
 でco生dara-Gを大量に加えた時,りん酸化物のcpmが時間と共に急速に減少した。しかし
 L1210およびマウス骨髄細胞では,このようなことはみられず,放射能活性はその時点の強
 さに止まった。5)尚,ara-G,ara-Gりん酸化物の脱アミノ化による不活性化は,マウス,
 ラット癌細胞,骨髄細胞いずれにもみられなかった。正常臓器ではara-Gの脱アミノ化はマウ
 ス腎にのみ強くみられた。これらは文献と一致している。
 以上の成績は,ラット腹水肝癌のara-0耐性は,ara-0のりん酸化(活性化)が弱いのみな
 らず,活性体の強い破壊が起っているため,十分量のara-0りん酸化物が細胞内に蓄積し難い
 ためであることを示唆するもので,ara-G自然耐性機構解明に重要な手掛りを与えた。
 よって本論文は学位授与に値するものと思う。
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